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諸言 
ヒラメ科(Paralichthydae)およびカレイ科(Pleuronectidae)を含むカレイ目魚類
(Pleuronectiformes)は異体類と呼称されるように、外部形態が著しく左右非対称な硬骨
魚類である。代表的な左右非対称性として片側の体側に両眼球が位置し、眼が位置する体
側（有眼側）は黒褐色であるが、その反対側（無眼側）は白色を呈することなどが挙げら
れる。しかし変態開始以前の仔魚は他の魚類と同様に左右対称であり、このような外部形
態の左右非対称性は仔魚から稚魚へと移行する間の変態期に形成される。両眼球の配置
（眼位）や体色の左右差は種特異的な方向に発達し、左ヒラメに右カレイといった種毎の
左右性の違いを生み出している。このような身体全身の左右非対称性形成は他の動物では
一切観察されないことから古くから生物学的興味の対象となっており、左右非対称性形成
に関する研究も盛んに行われている。水産重要種でもあるこれらカレイ目魚類は栽培・養
殖漁業現場において放流用、または販売用種苗として広く日本全国で生産されている。し
かしこれら生産された稚魚では時に半数を超える高率で形態異常魚が出現してしまい、商
用的価値の低下のみならず放流後生残率の低下も発生し産業的問題となっている。特に異
体類の形態異常は種特異的な左右非対称性形成の異常に起因する場合が多く、眼位が左右
逆転した逆位（reversal）や両側化個体（isomerism）、体色の左右性異常としては有眼側
が白色化する白化（pseudoalbinism）や無眼側が着色する黒化（ambicoloration）が報告
されている。 
 異体類の左右非対称性形成の内、眼位および頭部左右性形成に関しては図示した 3つの
機構が働いていると予想されている(図.1左)。そのうち本章で取り上げるのは「眼位を種
内で一定方向に固定する発生機構」についてである。上記について近年、動物の体節胚の
側板中胚葉(LPM)と背側間脳の左側に一過的に発現し左右軸を規定する Nodal 経路遺伝子
のうち、実行因子である転写因子 Paired-like homeodomain transcription factor 2 
(pitx2 )がその眼位の定位方向への固定に使用されている可能性が示唆されている。第 1
章ではヒラメ pitx2 の発現動態と左右非対称な組織形成を比較することでそれらの時間
的前後関係を示し、次いで人為的な遺伝子発現操作により Nodal経路抑制稚魚の作成を試
みることで、変態期左右性形成に関わる pitx2 の機能を解明することを目的とした。Nodal
抑制試験は左右軸決定センターであるクッパー胞の形成阻害と、Nodal シグナル受容体の
阻害試験の二通り試行し、後者において胚期 Nodal経路遺伝子発現、内臓捻転方向、間脳
の左右差形成、変態期 pitx2発現、最終的な眼位について解析を行った。既報のヒラメ逆
位変異体 reversed およびホシガレイにおける実験およびクッパー胞の正常形成阻害試験
の結果を合わせ、変態期左右性形成に関わる pitx2 の機能を考察した。 
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 体色の左右性形成に関して働くと予想される発生機構には以下の 3つのシステムが考え
られる(図 1右)。そのうち本章では「色素前駆細胞が色素胞へと分化成熟する機構」につ
いて取り上げた。既報によれば変態早期仔魚の背鰭および臀鰭原基基部周辺に成魚型色素
胞前駆細胞が存在することが示唆されていたが、それらの細胞の詳細な体表への遊走ルー
トおよび、いつどこでそれら色素胞系譜細胞が左右非対称化するかについては未解明であ
った。第 2章ではそれらヒラメ仔魚の鰭基部細胞を蛍光色素 DiIによって標識することに
よって色素胞系譜細胞の遊走ルートを記述すると同時に、ヒラメとホシガレイにおける色
素合成必須補酵素合成酵素遺伝子 GTP cyclohydrolase 2 (gch2 )の遺伝子発現を観察する
ことで色素前駆細胞の色素芽細胞への分化、成熟過程の左右性形成過程を明らかにするこ
とを目的とした。また得られた結果から、色素胞としての分化を片側半身のみに偏らせる
システムがどこで発生するかについて推測を行った。 
 東北区水産研究所では魚病予防のために電気分解により生成された Total residual 
oxidants containing seawater(TRO 海水)を用いてヒラメ種苗を飼育しているが、その結
果、有眼側白化個体が過去 10年間(1999-2010)にわたり 20-80%もの高率で出現することが
問題となっている。TRO海水による異体類仔魚への慢性毒性が詳細に解析された例はなく、
また TRO海水による飼育は仔魚に唯一適応可能な魚病予防法であることから、白化率を低
減させるような適切な TRO海水の使用法の設定が急務である。第 3章ではこのような産業
的背景から、TRO海水のヒラメ左右性形成に対する慢性毒性を明らかにすること、同時 TRO
海水のヒラメ仔魚飼育における適切な使用法を設定することを目的とした。基礎データと
して白化率、眼位、成長速度および硬骨形成等を解析した。体色異常に関しては第 2章で
行った解析手法を適応した。甲状腺ホルモンの実験的暴露が白化を誘起することが報告さ
れていることから、甲状腺ホルモン合成に関係した二つの組織学的特徴を解析した。また
TRO海水感受性試験を行い、白化現象の TRO処理に対する高感受性ステージを推定した。 
第1章 左右軸決定因子 pitx2の左手綱核発現と変態時頭部左右性形成 
脊椎動物の左右軸決定経路（Nodal 経路）のうち、実行因子は pitx2 であり、胚期に一
過的に間脳、心臓および腸原基に発現し、形態的・機能的左右非対称性を一定方向に制御
している(図 2)。しかしヒラメでは pitx2 の間脳左手綱核での発現は胚期では消失せず、
変態開始時に再度高発現期を迎え、変態完了まで維持されることが判明した(図 3)。この
変態期 pitx2高発現は実際の頭蓋軟骨等の左右性形成に先んじて始まっていた。 
 胚期 Nodal の左体側への入力を SB431542 処理(2 体節期から 10 時間の浸漬)によって阻
害したところ、体節期 lefty の LPM および孵化時 pitx2 の腸原基における左特異的発現
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は消失した(図 4)。実際の組織形成として、心臓捻転方向および腸捻転方向のランダム化
が発生しており(図 5)、薬剤により高率に左右非対称形成の一方向化が抑制されることが
明らかになった。また間脳に関しては正常個体では左手綱核に発現するはずの pitx2、
potassium channel tetramerisation domain containing 12.1 (kctd12.1 )、 paired box 
gene 6b (pax6b)、islet1 は発現しておらず(図 6)、間脳構造のイソメリズムも同時に起
こっているものと推察された。 
 これら Nodal阻害個体を変態まで育成したところ、左手綱核内側部における pitx2発現
が消失した個体が 80%出現した(図 7)。変態完了後の稚魚では、左眼位が 62%、右眼位が
38%というように頭部左右性がランダム化していた(図 8)。 
 本章では Nodal アンタゴニストである SB431542 を用いて胚期 Nodal の左入力を抑制し
たヒラメについての解析を行った。胚期 Nodalの入力抑制は、続く間脳の左右差形成も阻
害した。変態期 pitx2 を正常に発現する個体は 20%であったが、これらは左ヒラメへと変
態し、pitx2 発現が消失した残り 80%の個体で半数の 40%が見かけ上正常な左眼位に、半
数の 40%が逆位である右眼位へと変態したものと推測する。 
 既報との比較を行った(表 1)。正常なヒラメでは胚期 Nodal 経路の発現は全ての個体で
左に入力され、間脳の左右性が制御される。またヒラメでは変態期 pitx2の発現もほぼす
べての個体で観察され、眼位逆位も千分の一以下の確率でしか出現しない。一方、既報に
よると、右向き異体類のホシガレイの種苗では、胚期 Nodalはヒラメと同様正常に左に入
力されるものの、変態期 pitx2 を発現しない個体の比率が多く(57%)、稚魚の眼位異常は
逆位と両側化個体を合わせると 19%出現する。これらの比較から変態期 pitx2 の消失と眼
位には相関があると推察されていた。しかしこれは異種間の比較であることから、Nodal
経路が眼位に関与する決定的な証拠とは言い難い。既報のヒラメ逆位変異体 reversed の
解析では胚期 Nodal経路のランダム化と眼位のランダム化が観察され、これらの相関が伺
われていた。ヒラメの Ouabain処理個体の解析では、魚類の左右軸決定センターであるク
ッパー胞の正常な発達が阻害された結果、胚期 Nodal を正常に発現しない個体が増加し
(56%)、変態期 pitx2についても発現消失個体が出現し(19%)、眼位もランダム化した。こ
の Ouabain を用いた実験は本実験と近似した結果を示しているが、Nodal の直接的阻害で
ない点が異なっている。一方、本実験では胚期 Nodalの左入力の直接的阻害が間脳の左右
性および変態期 pitx2発現の消失を招き、変態期 pitx2発現消失率に呼応してヒラメの眼
位がランダム化することを示した。 
 既報との比較から、眼位は Nodal経路で制御されるが胚期にはまだ決定されていないこ
と、また胚期に間脳左側に入力された pitx2発現が胚期以降も変態完了時まで維持される
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こと、上記二つを総合して考えると眼位の定位方向への固定システムの実行因子は変態期
pitx2 である可能性が高いことの 3つが推測された。 
第2章 異体類の成魚型色素前駆細胞の体幹正中部から皮下への遊走経路 及
び 色素芽細胞分布の左右非対称化プロセス 
変態早期ヒラメ仔魚の背鰭基部細胞を DiIにより標識し、色素前駆細胞がその後どのよ
うなルートを経由して体表に到達するか観察した。背鰭基部細胞は変態早期から変態後期
にかけて体幹正中を介して左右の筋間膜へと遊走していた(図 9) 。次に個体ごとに左体側
か右体側の骨格筋の細胞を DiIにより標識しその後の遊走を追跡すると、どちらの実験で
も体表へと移動した DiI 標識細胞が検出されたが、DiI 標識細胞の成魚型色素胞への分化
は有眼側のみで起こっていた(図 10) 。この実験により色素前駆細胞の遊走ルートの一部
に体幹部内部の骨格筋の筋間中隔を経由するルートが存在することが明らかになった。 
 ヒラメの gch2 陽性細胞は全ての発達段階を通じて体表に分布していたが、変態後期以
後に左右非対称な分布が観察された。この時、gch2 陽性細胞は有眼側、左側の真皮層(図
11)と体幹筋間(図 12)に出現したが、無眼側には出現しなかった。またホシガレイでは眼
位を反映して、gch2陽性細胞は右側に出現した(図 11,12)。異体類の色素胞の左右体側で
の分化過程の違いを遺伝子レベルで示したのは本実験が初めてである。 
 これらから、色素前駆細胞の背鰭基部から筋間中隔を介しての遊走自体は左右等価だが、
色素前駆細胞から色素芽細胞への分化は有眼側に限定されて起こることが判明した(図
13)。また、異体類の変態後の体幹部の左右差を生み出す機構は、体表だけでなく全身を
左右に両断するように、半身全体に働いていることが示唆された。 
第 3章  残留オキシダント濾過海水飼育によって発生する白化現象の解析 
 TRO 海水飼育における白化個体出現率は通常海水飼育区よりも 46%高かった(図 14 上)。
眼位、成長速度、骨形成に異常は見られなかった(図 14 上)。白化個体の体表では成魚型
色素胞が分化しておらず(図 14下) 、また正常では有眼側表皮の粘液細胞密度が無眼側よ
りも高くなるが、TRO海水飼育区では密度に左右差が発生しなかった(図 15)。鰭基部にお
ける色素胞前駆細胞集団および細胞遊走自体は正常であったが(図 16)、左右非対称な gch2
陽性細胞の分布が確認された個体は全体の 21％のみで、体色分離比と近似していた(図 16)。
一方、T4陽性甲状腺濾胞数や肝臓における甲状腺前駆ホルモン活性化酵素 deiodinase1の
発現といった甲状腺ホルモン合成代謝に関連する異常は見られなかった(図 14 上)。以上
の結果から TRO海水は成魚型色素胞や粘液細胞の増加といった有眼側体側特異的な分化を
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阻害し、有眼側の形質の無眼側化を誘起するものと考えられる。 
 TRO 海水への感受性の高い時期を特定することを目的に、一定の期間のみ TRO 海水で飼
育し白化の発生率を比較した。通常海水飼育区に比べ白化が高率化した実験区は、いずれ
も E-F 期を TRO 海水で飼育されていた(表 2)。よって TRO 海水による白化誘起の影響を受
けやすい発生段階は変態早期 E-F期であることが判明した。ヒラメの仔魚に対して TRO海
水を使用する場合、感受性の高い変態早期を避けて使用することで体色異常を低減できる
ことが期待される。実際にはワムシの給餌が終わりアルテミアの給餌が始まる受精後 2週
間(D 期から E 期への過渡期)には一度 TRO 海水の使用を取りやめ、着底行動が盛んとなる
受精後 3-4 週間(G 期)に再度 TRO 海水による飼育を行うことで魚病予防と体色の左右性異
常の低減を両立できるのではないかと提案する。 
 
 
要約 
 
第 1 章：SB431542 による胚期の Nodal 抑制によって、左右軸決定遺伝子 pitx2 の左手綱
核における発現は消失し、以後の眼球移動に代表される稚魚頭部の左右性はランダム化し
た。よって胚期に左間脳へ入力された pitx2は変態期まで発現が維持され、異体類の眼位
を種毎に決まった方向に固定化する役割を持つとことが証明された。 
 
第 2章：色素胞系譜細胞の遊走と分化成熟過程について、色素前駆細胞の DiIトレースと
gch2のmRNA発現より、色素前駆細胞は背鰭基部から体幹部内部を経由し真皮層へ遊走し、
色素芽細胞への成熟は筋肉中を遊走する間に起こる事が分かった。体幹部の左右差を生み
出すシステムは体表だけでなく体の深部から全身を左右に両断するように発生している
と示唆された。 
 
第 3章：オキシダント処理海水によるヒラメ仔魚への慢性毒性を左右性異常の観点から調
べた。オキシダント処理海水による飼育は高率な白化と皮膚組織の無眼側化を招くが、眼
位や成長に異常は出現しない。変態早期 E-F期におけるオキシダント海水の使用を避ける
ことで白化は低減できるものと期待される。 
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  図 1. 異体類の頭部(左)と体幹部(右)で起こる左右性の制御システムと今回
解析したシステム(太字) 
図 2. Nodal 経路によって決定される脳と内臓の左右性 
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図 3. 変態前 pitx2発現と眼球移動との時間的関係 
図 4. 胚 SB処理による Nodal抑制個体における lefty,pitx2の発現 
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図 5. 胚 SB 処理による Nodal抑制個体における内臓捻転方向 
図 6. 胚 SB処理による Nodal抑制個体における間脳左特異的マーカーの発現変化 
－ 9 －
図 7. 胚 SB処理個体における変態期手綱核における左特異的 pitx2発現の抑制 
図 8. 胚 SB処理個体で発生した眼位異常 
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表 1. 胚 SB処理個体と既報の比較 
図 9. 
DiI による背鰭基部色素前駆細胞の遊
走のトレース 
 Aに矢印で示した箇所(変態早期仔魚)にDiIを
注射し、変態後期まで飼育した(B)。B 中の白枠
部の切片像(C)。C 中の白枠部(D-F)、黒枠部
(G-I)。各々透過光と蛍光で観察し。マージし
た写真を Fと Iに示した。矢頭は DiI標識細胞、
D-I では矢印が体幹正中、黄色の破線が筋間中
隔を示す。 
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図 12. 筋間中隔における gch2 陽性細胞の分布 
変態後期ヒラメ仔魚の体幹部筋間中隔における gch2 陽性細胞分布(A)。ホシガレイ仔魚(B)。矢
頭は gch2 陽性細胞。Ms は筋間中隔を示す。C と D にヒラメとホシガレイ各々の陽性細胞密度の左
右比を示した。左右の分布密度の有意差(* = p<0.05 、** = p<0.01) 
図 13. 色素胞系譜細胞の左右非対称な分化過程 
左図(変態早期)、中央図(変態中期-後期)、右図(変態完了後)。 
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図 14. 上   TRO海水飼育によって引き起こされる左右性異常
(赤字は異常が認められたことを示す) 
  下   TRO海水飼育で発生した白化稚魚 
 通常海水で飼育された通常着色魚(外観 A,有眼側 B,無眼側 C)。TRO海水で飼育された白化個体(外
観 D,有眼側 E,無眼側 F)。矢頭は仔魚型黒色素胞。矢印は成魚型黒色素胞。
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図 15. TRO海水と正常海水で飼育した仔魚-稚魚における左右皮膚に分布する表皮
粘液細胞の密度比較 
 アルシアンブルーで染色した表皮切片(A-H)。変態早期仔魚(A-D)。変態完了後稚魚 (E-H)。矢頭
は粘液細胞。左右の粘液細胞の密度の相対比をグラフに示した。各 n = 3-5。 
図 16.  DiI標識による TRO海水飼育魚の背鰭基部細胞遊走のトレース 
 左部イメージ A に示したように、変態早期仔魚(3 尾)の鰭基部に DiI を注入し細胞を標識し、変態
完了まで飼育した後に体表を蛍光下で観察した。変態完了後白化稚魚の有眼側(B)。 
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図 17. TRO飼育魚における gch2陽性細胞の分布 
 通常海水飼育仔魚(A-C)。TRO 海水飼育仔魚(D-F)。A,D は有眼側。B,E は無眼側。C,F は体幹部の
切片。矢頭は gch2 陽性細胞。G,H では上段に gch2 陽性細胞を正常に片側半身全体に発現していた
個体(positive)、gch2 陽性細胞がまったく出現しないか不完全な個体(negative)の割合を試験区ご
とに示した。G,H の下段は同試験区の変態後の体色分離比を記載した。通常海水 n = 11、 TRO 海水
n = 14。 
表 2. TRO海水飼育期間限定飼育によるヒラメ白化への感受性試験結果 
上部の灰色塗りつぶし枠は通常海水により飼育された期間を表す。黒色塗りつぶし枠は TRO 海水
により飼育された期間を表す。下部には通常着色、白化、その他について体色分離比を記載した。
グループ 1(通常海水)における体色組成(通常着色 68%、白化 28%、その他 4%)に対する各試験区の
体色組成の分離比率に対する有意差が有る場合、* = p<0.10 、** = p<0.01、*** = p<0.001 で表
記した。 
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審査論文は 3 章で構成されている。第 1 章：左右軸決定因子 pitx2 の左手綱核発現と変
態時頭部非対称形成。第 2 章：異体類の成魚型色素前駆細胞の体幹正中部から皮下への遊
走経路及び色素芽細胞分布の左右非対称化プロセス。第 3 章：残留オキシダント濾過海水
飼飼育によって発生する白化現象の解析。
5 月 27 日に主査（鈴木）と副査 2 名（尾定、池田実）が出席し、公開で予備審査を行っ
た。第 1 章と 2 章については、ヒラメ・カレイ類の非対称性を発生学的に解明した新しい
内容であり、生物学的にも高く評価でき、博士論文の内容として相応しいものとの評価を受
けた。第 3 章は、基礎研究の養殖産業への応用としては評価できるが、第 1 章と 2 章との
関係が不明瞭だとの意見があった。最終試験ではこれらの点を整理して発表すること、提出
論文には十分な説明を加えるよう指導した。
7 月 29 日に主査と副査に加えて 3 名の最終試験委員（五味、西森、福田）が出席し、40
分の口頭発表後、約 40 分間の質疑応答を行った。第 1 章で眼位の逆転試験で用いた試薬
（SB431542）の特異性や胚の薬浴時期等、専門的な質問が幾つか出された。鷲尾君は、他
の論文の内容等を引用しながら、実験の正当性を説明し、試験委員もそれに納得した。また
pitx2 が脳の左側に発現誘導されるシグナルシステムについても説明が求められ、スライド
を用いて十分な説明を行った。第 3 章について、残留オキシダント濾過海水によってヒラ
メで体色異常が発生することは理解できたが、マダイ等の他の魚種でも体色異常が発生す
るか質問があった。マダイ、ハタ類では体色異常が発生した報告例はないこと、ヒラメ・カ
レイ類でのみ体色異常が起こる機序について、体色の左右差形成との関連から説明がなさ
れた。多くの質問があったが、概ね審査委員が理解できる説明が行われたものと評価された。 
 質疑のあと、投票に移り、全員から合格の判定が出され、審査委員会では合格と判定され
た。
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